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Molecular analysis of the promoter region of the SMN2 






Degeneration of lower (alpha) motor neurons of the 
anterior horn of the spinal cord resulting in wastage 







































•  Muscles weaken and waste away (atrophy) due to   
    degeneration of motor neurons (lower motor neurons) 
   
    which have their cell bodies in the spinal cord 
•   These lower motor neurons relay signals to the  
     muscle cells, which they receive from the brain via    
     upper motor neuron
•  When these neurons fail to function, the muscles  
     deteriorate 
•  So, in SMA the lower motor neurons especially the 


























































Clinical Types of SMA (based on age of onset & achieved motor abilities)
SMA Type I







before 3 years + no reduction in life
44% of patients are able to walk at age of 20 years
SMA TypeIIIB 
After 3 years + no reduction in life





























Gene  Location Effect and Role Reference  
SMN1 5q13.1 Causing SMA Lefebvre S. et al. 1995. Cell 80:155­65   
SMN2 5q13.2 Modifying SMA severity Sasongko TH et al. 2008. Pediatrics International 50:346­51   
NAIP 5q13.3 Modifying SMA severity, together with SMN2  Watihayati MS et al. 2008. Brain and Development. Oct 7 (Epub)  
p44T 5q13.4 Thought to cause SMA, no longer investigated  Akutsu T et al. 2002. Kobe J Med Sci 48:25­31   
LIX1 5q15 Causing feline SMA, no evidence in human  Fyfe JC et al. 2006. Genome Res 16:1084­1090   
FVT1 18q21 Causing feline SMA, no evidence in human  Krebs S. et al. 2007. PNAS 104:6746­51   
SIP1 14q13­q21 SMN interacting protein 1 Aerbajinai W. et al. 2002. Int J Biochem Cell Biol 34:699­707   



















Products  o f SMN1 and SMN2, the  SMN Prote ins
SMN Prote ins FL-SMN Δ7 SMN FL-SMN
10% of total FL-SMN 40 % of total FL-SMN
























1. Why only the expression of SMN2 is not effected in case of  carriers and SMA 
patients belonging to any of the clinical type? 
2. Why always conversion of  SMN1   SMN2 occurs not vice versa?




















TATA Binding protein TSS site
4 genes through 1 promoter in a operonCore promoter 
Proximal promoter





Trans cription factor 
1 promoter for 1 gene  Splicing and primary RNA formation
Therapies at Molecular level via promoter region






Trans cription fac tor 





cAMP Elevator                       Bt2cAMP results in 3 fold increase activation of promoter region with CRE -II site






































Figure . Graphical representation of Alignment between S MN1 and S MN2 promoter sequences 























A. Positions of the primers for the proximal and distal promoter region of the SMN2 gene.

























                   Normal healthy controls  = 69HAS Hospital Alor Setar. 1
HB Hospital Besut. 1
HI Hospital Ipoh. 3
HIG Hospital Intan Gleneagles. 1
HKL Hospital Kuala Lumpur. 12
HPP Hospital Pulau Pinang. 3
HRPZII Hospital Raja Perempuan Zainab II. 2
HS Hospital Selayang. 2
HTAA Hospital Tengku Ampuan Afzan. 5
HTJ Hospital Tuanku Jaafar. 1
HTZ Hospital Tengku Zahirah. 12
HUKM
Hospital Univeristi Kebangsaan 
Malaysia. 5
HUS Hospital Umum Sarawak. 3
HUSM Hospital Universiti Sains Malaysia. 14
PPP P. Perubatan Pantai. 1







­ve 1 2 3 4 5 6 7Mk
PatientsPCR­RFLP analysis for the presence of SMN1
Deletion or non-deletion is indicated respectively by the absence or
 presence of the first band at 188 bp after DraI digestion following PCR.































































































* 200 bp was used as internal control
                                   A. Graphical representation of the pTOPO::Pro 720 promoter constructs.
                                   B. Confirmation of transformants by PCR
                                   Lane 1. 1 kb Marker.
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Extracted Plasmid DNA =  4 μ l
        Restriction Enzyme = 1 μ l 
         Buffer (specified) = 2 μ l 






Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5
T A T A Binding protein
TSS s ite
50-100 bp upstream
Trans cription fac tor 
CRE Binding Protein







Pro 100 CTGCACTCCAGCCTGAGCG 64oC
Pro 200 ACGCCTATAGTCCTAGCTAC 60oC
Pro 500 ACGACAGAGCGAGACTCCG 62oC
Exon 1F GGCGGAAGTCGTCACTCTT 60oC
Exon 1R GGGTGCTGAGAGCGCTAATA 62oC
P1F CAA AGT CAG GGT TCC CTC TG 62oC
P5F TGT CAG AAT GCC AAC TCA GC 60oC
P7F TAA CTG TTG CCA GCT GAT GC 60oC
P8F TTT TTC TGG TTT GGG GTG AG 58oC
P9F ACG AAT TGC GTT CAT TTT CC 56oC
P10F CGG TAC GTA CAG CAA CTC CA 60oC
P1R TAC TGT GTG CTG AGC GCT TT 60oC
P5R CCA GGT TCC TGT CTG GAA AA 60oC
P7R GAA AGG GCA AAG GCA GTT TA 58oC
P8R CAG CAG GTG CAC ATG GTA AC 62oC
P9R CAA GCA TCA TCG TTG TCG TC 60oC
P10R CTT GGA AAA GTG GCA AGA CC 62oC
β-Globulin Forward CAACTTCATCCACGTTCACC 58oC
β-Globulin Reverse GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 62oC
(Roy etal., 1995) 
1863 AAA GCC TCT GAC GAG AGG ATC 64oC





CFTR Forward ACTCACCAAAGCAGTACAGC 60oC









































































* 200 bp was used as internal control
                                   A. Graphical representation of the pTOPO::Pro 720 promoter constructs.
                                   B. Confirmation of transformants by PCR
                                   Lane 1. 1 kb Marker.


























































































Pro 100                    Pro 200                          Pro 500                        Pro 720
Confirmation of constructs by restriction analysis (EcoRI / HindIII)
Results
Exon 1  Pro 100 Pro 200 Pro 500
1        2       3       4        5       6      7       8        9      10      11     12     13    14       15     16   







pGL4.10 pGL4.74 Restricted with 
1.BamHI and HindIII
2.PstI
3.EcoRI and HindIII
4.EcoRI and SmaI
Preparation and confirmation of the reporter vectors
Restriction of pTOPO::Pro series 
with EcoRI and HindIII
Restriction of pTOPO::Pro series 
with EcoRI and HindIII
Ligation into pGL4.74
Selection of transformants will be against ampicillin 
Results
Luciferase assay
Not yet done
Summary
The bioinformatics analysis was efficiently done and the core promoter region of the SMN2 
gene was analyzed in the reported “expected ~4.6 kb” flanking promoter region.
There was no mutation found in the promoter region of SMN2 gene in normal healthy 
individual (n=2) compare to the SMA patients (n=10, type I=2, type II=3, type III=5).
There was no mutation found among the promoter region of patients in different clinical 
types compared to each other. 
In type II patients (n=2), type III patients (n=2) and 1 normal healthy individual additional 
CA repeats were found in the proximal region of promoter but these sites are reported to 
have no effect in disease severity and progression. 
There was no mutation found in the TF binding sites at their consensus sequences in normal
healthy individual compare to the SMA patients.
The Pro720 region from normal healthy individuals and SMA patients was confirmed to be
cloned in pTOPO 2.1 e cloning vector. The confirmation was done by restriction analysis and 
DNA sequencing.
The Pro 720 region was divided into 4 constructs based on previous literature and the 4 
Constructs were confirmed to be Pro500, ProΔ500, Pro200 and Pro 100.
The  720bp, 500bp, Δ500bp, 200bp and 100 bp inserts were restricted from pTOPO to be ligated in to
EcoRI and HindIII restricted pGL4.74 reporter vector. 
Further analysis involving the cloning of the promoter regions with highest 
probability of involvement  in expression of the SMN2 gene using luciferase 
assay is ongoing and the results will be used to get a clue of transcription 
initiation of SMN2 gene. 
 
Objective no. 8 and 9
No mutation means there may be other factor which are involved in defining the 
disease severity 
The bioinformatics analysis clarify that the core promoter region was not identified yet 
and the reported ~4.6 kb region is actually the part of ~6.2 kb flanking region between 
SMN and NAIP genes. 
Based on Zhang method of promoter prediction, the promoter was predicted from 
large scale to the lower scale of the flanking regions based on sizes. The whole reported 
~4.6 kb region was analyzed for promoter prediction. Total of 7 region were identified to be
with the highest probability for being the promoter region. It was found to be present in the 
region of highest expression as reported by Monani et al., 1999.
The other six regions were further analyzed based on TATA binding sites and previous literature. 
the region above 1130 bp is reported to decrease the expression level in neuronal cell lines 
(Monani et al., 1999), so the region upstream of 3095 bp was consider to be not involved as 
there is no transcription factor binding sites as were analyzed by Cister analysis. The region
between 700 bp  1100 bp have many crucial TF binding sites so it was also considered as 
the probability for being a promoter region in this region was found to be 0.83 which is above
cutoff for this software (0.8).
It was followed by the “core promoter prediction” by the software from Zhang et al. 
The core promoter region was analyzed using core promoter finder software which makes
use of the TSS for identification of the core promoter. It was found that the probability of TSS
was calculated to be maximum (0.655) at position 577 bp upstream of the SMN2 gene within 
reported ­750 bp region of maximum expression (Monani et al., 1999) but within the 
reported 4.6 kb expected promoter region the probability of TSS was found to be maximum at 
position  2655 bp with the score rate of 0.999. The reported TSS for SMN is identified to be at
position ­162 bp (Laguna et al) which seems to be near to position 577 bp upstream which is in region
 (­445  ­228bp) reported  to give highest expression within ­750 bp. 
Discussion
TF = CREB
TF binding site = CRE at position ­400bp
Minimum region of highest expres  = ­455  ­228 bp
Region of highest expression = ­750 bp
TATAA boxes = position ­411 bp and ­45 bp
TSS = ­162 bp 
Effect of forskolin and BT2 on CREB 
TSS at position ­577 bp
Where is the core promoter region?
1.­40  +60 bp of TSS
2.­50  +100 bp  of TSS
If we consider TSS at ­162 (Laguna et al., 1999), then the co  pr moter
 must be in region of ­212  ­102 bp 
If we consider TSS at ­162 bp then we must consider region of highest expression to be 
in ­445bp  ­228bp
Core promoter is the minimal region of highest expression 
The two statements become highly contradict……
If we consider the core promoter to be present in region of highest expression (­455  ­228bp)
Then we must consider some very important regulatory elements to be present in this region
1.TATAA box at position ­411 bp 
2.CRE binding site at position ­400bp
3.TSS at position ­577 bp (our analysis), which is near to ­455 bp and above 2 elements. 
Considering the above mentioned elements the possibility of having the core promoter
 increases with in ­630 bp  ­228 bp.
The reported TSS (Laguna et al., 1999)must be considered in reference to the reported 
region of minimal expression (Monani et al., 1999).
The core promoter region of the SMN2 gene is not yet identified and a study is needed 
to solve the contradiction among reported literature. Our bioinformatics analysis
conclude the prediction of promoter region at different positions within 4.6 kb flanking
region with the probability of core promoter to be present within reported region of
highest expression.
Boda et al., 1999
Boda et al., 2004
Mutational analysis of the
 Type I SMA
No study yet explain 
the mutational analysis among all 
Clinical types of SMA
Discussion
Additional CA repeats were
Found in 1 normal healthy individual 
And 4 patients (2 type II and 2 type III)
Patients with more than 2 copies  of 
SMN2 and different clinical severity 
shows same levels of FL­SMN (Myriam 
et al., 2007)No difference in the promoter
region among different clinical types
implies no role of promoter region in 
maintaining the same level of FL­SMN in 
in patients with more than 2 copies of SMN2
Bernadett etal ; reported the 4.6 kb construct to give 5 times higher expression in neurons ?
We found that there is a LSF (TF) binding site with in the 4.6 kb region with the probability of 0.3
 + the vector back bone of the construc used by the researcher also have the LSF binding site with 
The probability of 0.82 (our study),  so the combine effect of 2 binding sites can increase the expression level. Sarmila etal; reported the involvement of CREB by interacting  two binding sites, but all this study was conducted 
invitro
With the healthy individual promoters. So there was a great need of a study on the promoter region of the 
patients 
from different clinical types. 
More over we make use of our bioinformatics analysis using different online softwares and Vector NTI advanced 
software.
Up to our knowledge our study is the first reported study about the bioinformatics analysis of the promoter 
regions of the 
SMN gens and the mutational analysis of CRE binding sites within the promoter region of the different clinical 
types of the SMA. 
Previous reports regarding the use of  cAMP activators and Protein Kinase A activators 
also suggest “NO MUTATION” of the CRE sites as these elevators will never work if the 
CRE sites could have been mutated in any case. So, CRE binding sites can play a vital role in over expression 
of SMN2 gene in patients and in healthy promoters (Sarmila etal.,2004) but is not the cause of SMA.
Conclusion
         The core promoter region of the SMN2 gene has not been identified yet and a study was a need  to solve the contradiction 
among reported literature. Our bioinformatics analysis concluded that the prediction of promoter region at different 
positions, within 4.6 kb flanking region, 
          with the probability of core promoter to be present within reported region of highest expression (­750 bp) by Monani et al., 
1999.
         There was no mutation found among the promoter region of the SMN2 gene in patients of  SMA in different clinical types 
which showed
         there is no role of the promoter region  of the SMN2 gene in SMA induction. Same sequence of the promoters of SMN1 and 
SMN2 
         (Boda et al., 1999) implies that the SMN1 promoter with the same sequence and regulatory elements may not be involved in 
SMA induction.
        The comparison between the promoter of the SMN2 gene in different clinical types of SMA  confirmed that there is no 
mutation in the 
        promoter region of the SMN2 gene among SMA patients  in different clinical types. As previous report mentioned  that the 
patients with
        more than 2 copies of SMN2 and different clinical severity shows same levels of FL­SMN (Myriam et al., 2007), again  our 
result with no 
        mutation to be found  in the promoter region explains that the promoter region  has no effect on the disease severity rather 
the effect can 
        be through the over expression of different transcription factors which has a indirect effect on SMN2 expression.
       No mutation was found in the reported CRE binding sites at position ­400 bp in normal healthy controls and SMA patients in 
clinical types. 
       Furthermore, the increased expression of the SMN  genes through froskolin or BT2 which act through CRE sites in all SMA 
types, reflects 
       these compounds must have no effect if CRE site is mutated (Sarmila et al., 2004). The absence of any mutation and positive 
effect of 
       forskolin and Bt2 on CRE sites confirms that the CRE site can only be used for over expression of SMN genes but CRE site is 
not the cause of
       induction of SMA.
        The region of minimal expression is located between region …. with active involvement of TATAA box at position … , and 
TSS at site …, 
 
Constructions of constructs for the 3rd objective
1
2
3
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DNA study only DNA –Protein interaction strategy 
1
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56
Summary of progress
(according to the PhD proposal submitted to IPS)
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